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Gewebeersatzstruktur, Verfahren zur Modi fikat ion einer 
Gewebelasion und Ve rwendung von vo r ge f o rmt em dreidi- 
mensionalem Gewebe als Lieferant von Botenstoffen 
und/ oder Strukturbausteinen 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft. eine neue Gewebeersatzstruktur und 
ein Verfahren zur Modi fikat ion einer Gewebelasion sowie die 
Verwendung von vorgef ormten dreidimensionalen Gewebe als 
Lieferant von Botenstoffen und/oder Strukturbausteinen. 

Hyalines Knorpelgewebe besteht aus einem einzigen Zelltyp, 
den Chondrozyten, die eine elastische extrazellulare Matrix 
(EZM) synthetisieren. Die gesunde EZM setzt sich hauptsach- 
lich aus Kollagenen und Proteoglykanen (PG) zusammen. Das 
im hyalinen Khorpel vorherrschende Kollagen ist vom Typ II, 
das sehr elastische Fasern bildet. Proteoglykane sorgen fur 
eine Quervernetzung der kollagenen Fasern. Im gesunden 
Kaorpel findet ein standiger Umsatz von Matrixkomponenten 
statt, der wichtig fur die gleichbleibende Elastizitat des 
Knorpels ist (Mankin et al., 69 und 78). 

Eine wichtige Funktion fur den St of f wechsel der EZM haben 
Enzyme und ihre Inhibitoren (Vincent i et al., 94). Als En- 
zyme im Knorpel wirksam sind Metalloproteinasen (MMPs) , die 
einen Abbau von Kollagenen und Proteogiykanen katalysieren 
(Cawston 95 und 98) . Die Aktivitat dieser Enzyme wird uber 
Inhibitoren (Tissue inhibitors of Metalloproteinases : 
TIMPs) reguliert (Cawston 95 und 98) , die ebenfalls im 
Knorpel synthetisiert werden (Su et al., 99 , Zafarulla et 
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al., 96). Ein Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs ist 
entscheidend fur den Erhalt der Knorpelmatrix (Dean et al . , 
89, Martel Pelletier et al., 94). 

Cytokine und Wachstumsf aktoren beeinflussen die Synthese 
von Strukturkomponenten der Knorpelmatrix und von degradie- 
renden Enzymen sowie deren Inhibitoren (Pelletier et al., 
93, Westacott et al., 96). Im gesunden Knorpel herrscht ein 
Gleichgewicht zwischen Abbau und Neusynthese von Matrixkom- 
ponenten und damit auch zwischen der Expression von Cytoki- 
nen und Wachstumsf aktoren, das entscheidend fur den Erhalt 
der Elastizitat des Knorpels ist und eine standige Erneue- 
rung der. „verbrauchten u Strukturkomponenten gewahrleistet . 
Eine verstarkte Prasenz von Wachstumsf aktoren im Gelenk 
kann die Reg.enerationsf ahigkeit von Knorpel In vivo unter- 
stutzen • (Glansbeek et al . , 1998, van Breuningen et al . 
1998) . 

Die wichtigsten fur den Knorpel bekannten anabolen Wachs- 
tumsfaktoren stellen Transforming- Growth- Factor P (TGFP) 
(Lafeber et al. # 93), Platelet -Derived-Growth- Factor (PDGF) 
(Guerne et al . , 94), Fibroblast-Growth- Factor 2 (FGF2; fru- 
her basic (b) FGF) (Guerne et al., 94), Insulin-Like- 
Growth-Factor (IGF) (Schalkwijk et al . , 89) und die Bone- 
Morphogenetic- Proteins (BMPs) (Lietman et al., 97, Klein- 
Nulend et al., 98) dar. TGFp, IGF I und BMP -2 werden als 
wichtigste Faktoren fur eine Forderung der Knorpelreifung 
angesehen (van Susante et al . 2000, Martin et al . 1999, 
Valcourt et al . 1999, van Osch et al . 1998, Sailor et al . 
1996) . 

Sowohl PDGF, als auch IGF stimulieren das Wachstum von hu- 
manen Chondrozyten (Guerne et al . , 94, Kieswetter et al., 
97) . IGF I ist der dominante Wachstumsf aktor im adulten Ge- 
webe (Vetter et al . , 86) und fordert die PG-Synthese und 
hemmt den Abbau von Knorpelmatrix (Schalkwijk et al . , 89, 
Hardingham et al . , 92, Schafer et al . , 93), selbst nach ei- 
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ner Stimulation mit dem Knorpel-degradierenden Zytokin IL- 
lp (Neidel et al., 94). 

TGFPi hat ,im Knorpelstof f wechsel eine anabole Wirkung, da 
er die Expression von TIMP (Gunther et al., 94, Zafarulla 
et al., 96), die PG- (Hardinghairu et al., 92, Lotz et al . , 
95) und Kollagen-Synthese (Redini et al., 88) stimuliert 
und das Wachstum von Chondrozyten f ordert (Battegay et al . , 
90, Frazer et al . , 94, Guerne et al . , 95). Zusatzlich ver- 
starkt TGFp! die Knorpel-regenerierende Wirkung von PDGF 
und IGF (Mankin et al . , 91). 

FGF 2 stimuliert die Proliferation von kultivierten Chon- 
drozyten und hat in Kombination mit TGF0 eine synergisti- 
sche Wirkung (Okazaki et al . 1996), eine Stimulierung der 
Matrixsynthese durch FGF ist ebenfalls nachzuweisen (Sah et 
al. , 1995) . 

BMPs regen die Proteoglykansynthese in Chondrozyten an 
(Huch et al. 1997) und unterstutzen die Dif f erenzierung von 
Vorlaufer Zellen (z. B. aus dem Periost oder Knochenmark) 
zu reifen Chondrozyten (Denker et al. 1999, Klein-Nulend et 
al. 1998) . Insgesamt treiben sie die Dif f erenzierung von 
Chondrozyten voran und unterstutzen damit die Knorpelhei- 
lung (Leboy et al . , 1997) 

Der Wirkmechanismus der von Brittberg und Peterson entwik- 
kelten klassischen ACT-Technik bemht auf der Fahigkeit au- 
tologer, in Monolayer vermehrter Chondrozyten in vivo ein 
hyalines bzw. hyalinahnliches Regenerat zu bilden, das dem 
umgebenden hyalinen Gelenkknorpel gleicht und damit eine 
funktionelle Regeneration von Knorpel-Lasionen darstellt 
(Brittberg et al . 1994). 

Zur Behandlung der Patienten ist es notwendig, eine geringe 
Anzahl an Chondrozyten, die aus einer kleinen Biopsie ge- 
wonnen werden, in Monolayer-Kultur zu vermehren. Dabei neh- 
men die Chondrozyten die typische Form mesenchymaler Zellen 
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an und andern im Vergleich zur in situ- Situation ihr Ex- 
pressionsmuster (Schnabel et al. 2 0 02, Stokes et al. 2002, 
Velikonja et al. 2002, Robinson et al . 2001). Die Fahigkeit 
von Chondrozyten, nach einer Vermehrung in Monolayer und 
anschlieBender Uberfuhrung in 3D-Kultur erneut die Marker 
hyalinen Knorpels zu exprimieren, wurde jedoch in vitro be- 
reits in zahlreichen Studien nachgewiesen (Benya et al . 
1982, Leraare et al . 1998, Binette et al.. 1998, Hendrickson 
et al. 1994, Robinson et al . 2001). An einem speziell ent- 
wickelten Zellkultur- System konnte auch gezeigt werden, 
dass rein autolog in Monolayer vermehxte Chondrozyten - oh- 
ne den Zusatz von Periost Oder Wachstumsf aktoren - nach ei- 
ner Uberfuhrung in eine 3D-Kultur ohne Trager Kollagen II 
und S-100 als Knorpelmarker reexprimieren (Anderer et al . 
2 002, Schlegel et al . 2002) . Die Injektion von Wachs turns - 
f aktoren f ordert und verstarkt in verschiedenen Zellkultur - 
systemen die Synthese von spezifischen Knorpelmarkern (Mar- 
tin et al. 1999, van Osch et al. 2001, Worster et al . 2001, 
Izzo et al. 2002, Jakob et al . 2001) und beschleunigt eine 
Heilung von Knorpeldef ekten in Tiermodellen (Weisser et al . 
2002, Lee et al . 2001, Hunziker et al. 2001, Perka et al . 
2 000) . Daher kann man davon ausgehen, dass in vivo nach der 
Durchfuhrung einer ACT die selben Mechanismen wirksam wer- 
den (Dell'Accio et al. 2001) . Nach Applikation in den durch 
Periost oder Kollagenmaterial geschaffenen dreidimensiona- 
len Raum im Gelenk zeigen die Chondrozyten wieder ihr in 
vivo Expressionsmuster und regenerieren hyalinen Knorpel 
mit einer deutlichen Expression von Kollagen Typ II (Schle- 
gel et al. 2002) . Dies wurde anhand von Biopsien, die Pati- 
enten nach Durchfuhrung einer ACT eritnommen wurden,' besta- 
tigt (Peterson et al. 2002A und B, Philippou et al . 2002, 
Brittberg et al . 2001, Roberts et al . 2001, ■ Peterson et al . 
2000B, Richardson et al . 1999, Minas et al . 1999). In vitro 
konnte bereits nachgewiesen werden, dass durch kultiviertes 
Periost Wachstumsf aktoren wie" TGFp, IGF I und BMP-2 sekre- 
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tiert werden (O'Driscoll et al. 2001A, Raab-Cullen et al . 
1994) , und somit die Regeneration des hyalinen Knorpels 
durch die im Rahmen der ACT injizierten Chondrozyten for- 
dern konnen. 

In weiteren In vitro Experimenten mit Gelenkknorpel ver- 
schiedener Spezies wurde gezeigt, dass sich Chondrozyten, 
die in einer Ze 11 suspension auf die Knorpel oberfl ache auf- 
gebracht werden, stabil mit dem nativen Gewebe verbinden 
(Doherty et al . 2 0 00). So kommt es zu einer stabilen und 
langf ristigen Integration des nach ACT neugebildeten Knor- 
pels in den nativen Umgebungsknorpel . 

Beim normalen Gebrauch der Gelenke ist der sie uberziehende 
hyaline Gelenkknorpel enorm hohen Druckbelastungen ausge- 
setzt und Schadigungen seiner Struktur oder Verletzungen 
haben groSe Auswi'rkungen auf die gesamte Funktionalitat des 
Systems . 

Die naturliche Regenerationskapazitat des Gelenkknorpels 
ist sehr gering (Hunter et al. 1743, Buckwalter et al. 
1990, Steinwachs et al . 1999, Brittberg et al . 1999, Marti- 
nek et al. 2001) . Im gesunden erwachsenen Knorpel teilen 
sich die Chondrozyten normalerweise nicht mehr (Mankin 64) . 
Lediglich Gelenkknorpeldef ekte, bei denen die subchondrale 
Knochenplatte beschadigt wird, besitzen aufgrund des Ein- 
wanderns von Stammzellen aus dem Markraum eine gewisse Ka- 
pazitat zur Reparatur (CTDriscoll et al . 1998). Dagegen ha- 
ben oberf lachliche chondrale Defekte mit intakter sub- 
chondraler Knochenplatte praktisch keine Kapazitat zur 
Selbstregeneration (Hunter et al. 1743, Mueller & Kohn 
2000, Buckwalter 2000). 

Ist der Knorpel einmal geschadigt, weitet ■ sich die Degene- 
ration aufgrund einer Stimulierung von knorpeldegradieren- 
den Einflussen kontinuierlich aus (Lohmander et al . 1994a, 
Lohmander et al . 1994b, Lohmander et al . 1996, Kuhne et al . 
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1998, Lohmander et al . 1999) . Daher besteht nach einer Ver- 
letzung des Knorpels fur die betroffenen Patienten ein 
deutlich erhohtes Arthroserisiko, was letztendlich haufig 
den Einsatz einer Gelenkendoprothese notig macht . Dies wur- 
de bereits durch verschiedene prospektive und retrospekti- 
ven Studien nachgewiesen (Gelber et al. 2000, Roos et al . 
1998, Maletius et al . 1996, Messner et al . 1996, Kohatsu et 
al. 1990, Hunter et al . 2002) . 

Bisher konnte durch. die Behandlung von Knorpeldef ekten 
durch die Methode der klassischen ACT eine Wiederherstel- 
lung der verschiedenen mechanischen Eigenschaf ten, wie Ela- 
stizitat, Stabilitat und Gleitf ahigkeit des Knorpels, sowie 
dessen hyaline bzw. hyalinahnliche Regeneration (Peterson 
et al. 1998, Buckwalter et al. 1996) erreicht werden. Vor 
allem .die Gewahrleistung von langf ristiger Schmerzf reiheit 
und Gelenkbeweglichkeit durch den neugebildeten Gelenkknor- 
pel (Johnstone & Yoo- -1999) ist durch die ACT gegeben. Das 
entstehende Knorpelregenerat besitzt die gleichen mechani- 
schen Eigenschaf ten wie gesunder Gelenkknorpel (Peterson et 
al. 2002A und 1998), der durch knorpelspezif ische Kollagen- 
II-Expression charakterisiext ist (Minas et al . 1999, Ro- 
berts et al. 2 001, Peterson et al . 2 0 00A, Peterson et al . 
2002A, Mahroof et al . 2002). Somit wird durch das neugebil- 
dete Gewebe das Risiko einer Arthroseentstehung verringert 
und der Patient vor einer Endoprothetik bewahrt. 

Aufgabe der Erfindung war es daher, eine Gewebeersatzstruk- 
tur, insbesondere eine Knorpelersatzstruktur, und ein Ver- 
fahren zur Behandlung bzw. Modifikation von Gewebelasionen 
bereitzustellen, das eine einfache, sichere und effiziente 
Behandlung von Gewebedef ekten ermoglicht'. 

Die Erfindung lost dieses technische Problem durch die Be- 
reitstellung einer Gewebeersatzstruktur , die 
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(a) eine autologe Gewebezellsuspension hergestellt aus 
korpereigenen Zellen unter Zusatz von korpereigenem 
Serum und ohne Zusatz von wachstumsf ordernden Verbin- 
dungen 

und 

(b) ein vorgef ormtes dreidimensionales Gewebe herstellbar 
dadurch, dass aus einem menschlichen oder tierischen 
Organismus Zellen . gewonnen we r den und diese in Zell- 
kulturgef afien mit hydrophober Oberfl.ache und sich 
ver j ungendem Boden als Suspensionskultur stationar so 
lange kultiviert werden bis ein Zellaggregat ent- 
steht, in welche dif f erenzierte Zellen eingebettet 
sind, und das einen auSeren Bereich aufweist, in wel- 
chem proliferations- und migrationsf ahige Zellen .vor- 
handen sind, 

umfasst. 

Weiterhin betrifft die Erfindung in einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform die Bereitstellung einer Knorpelersatzstruk- 
tur, wobei diese 

(a) eine autologe Knorpelzellsuspension hergestellt aus 
korpereigenen Zellen unter Zusatz von korpereigenem 
Serum und ohne Verwendung von wachstumsf ordernden 
Verbindungen 

und 

(b) ein vorgeformtes dreidimensionales" Knorpelgewebe her- 
stellbar dadurch, dass aus einem menschlichen oder 
tierischen Organismus Knorpelzellen, Knochenzellen, 
oder mesenchymale Stammzelleii gewonnen werden und 
diese in Zellkulturgef a£en mit hydrophober Oberflache 
und sich ver j ungendem Boden als Suspensionskultur 
stationar so lange kultiviert werden bis ein Zellag- 
gregat ent steht, das zu mindestens 40 Vol . % extrazel- 
lulare Matrix beinhaltet, in welche dif f erenzierte 
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Zellen eingebettet sind, und das einen auEeren Be- 
reich aufweist, in welchem proliferations- und migra- 
tionsfahige Zellen vorhanden sind, 

umfasst. 

Bevorzugt ist, dass die Gewebeersatzstruktur eine Muskeler- 
satzstruktur, insbesondere eine glatte Herzmuskelersatz- 
struktur oder eine Knochenersatzstmktur ist. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Modifikation 
einer Gewebelasion, bei dem in die Gewebelasion 

(a) eine autologe Zellsuspension hergestellt aus kor- 
pereigenen Zellen unter Zusatz von korpereigenem Se- 
rum und ohne Zusatz von wachs turns f or dernden Verb in - 
dungen 

und 

(b) ein vorgef ormtes dreidimensionales Gewebe herstellbar 
dadurch f dass aus einem raenschlichen oder tierischen 
Organismus Zellen gewonnen werden und diese in Zell- 
kulturgefafien mit hydrophober Oberflache und sich 
verjungendem Boden als Suspensionskultur stationar so 
lange kultiviert werden bis ein Zellaggregat ent- 
steht, in welche dif f erenzierte Zellen eingebettet 
sind, und das einen iuBeren Bereich aufweist, in wel- 
chem proliferations- und migrationsf ahige Zellen vor- 
handen sind, 

eingebracht werden. 

Die Erfindung betrifft in einer weiteren bevorzugten Aus- 
fuhrungsform ein Verfahren zur Modifikation einer Knor- 
pellasion, bei dem in die Knorpellasion 

(a) eine autologe Knorpelzellsuspension hergestellt aus 
korpereigenen Zellen unter Zusatz von korpereigenem 
Serum und ohne Zusatz voir wachstums for dernden Verbin- 
dungen 
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und 

(b) ein vorgeformtes dreidimensionales Knorpelgewebe her- 
stellbar dadurch, dass aus einem menschlichen oder 
tierischen Organismus Knorpelzellen, Knochenzellen, 
oder "mesenchymale Stammzellen gewonnen werden und 
diese in Zellkulturgef afien . mit hydrophober Oberflache 
und sich ver j ungendem Boden als Suspensionskultur 
stationar so lange kultiviert werden bis ein Zellag- 
gregat entsteht, das zu mindestens 40 Vol.% extrazel- 
lulare Matrix beinhaltet, in welche dif f erenzierte 
Zellen eingebettet sind, und das einen aufieren Be- 
reich aufweist, in welchem proliferations- und migra- 
tionsfahige Zellen vorhanden sind, 

eingebracht werden . 

Bevorzugt ist die Gewebelasion eine Knochen- , Knorpel- 
und/oder Muskellasion-. 

Durch das erf indungsgemaJSe Verfahren wird die naturliche 
Wirkung von Wachstumsf aktoren, die eine Regeneration von 
Knorpel unterstutzen, genutzt, urn die Behandlung des Defek- 
tes, insbesondere gegenuber der klassischen Therapie zu be- 
schleunigen. Mit Hilfe des dreidimensionalen Gewebes, ins- 
besondere Knorpelgewebes, ist es moglich, eine Expression 
von vollig naturlichen autologen Wachstumsf aktoren direkt 
im behandelten Defekt zu erreichen und damit die Bildung 
eines f unktionsf ahigen Regenerates zu beschleunigen. 

Im Rahmen einer Behandlung der Modif ikation einer Gewebela- 
sion, insbesondere einer Knorpellasion, werden demgemaS ne- 
ben einer autologen Knorpelzellsuspension auch ein vorge- 
formtes dreidimensionales Knorpelgewebe" appliziert, wobei 
das dreidimensionale Knorpelgewebe die fur die Stimulation 
der Matrixsynthese notwendigen Wachstumsf aktoren syntheti- 
siert, wodurch die Heilung bzw. Modif ikation des behandel- 
ten Gewebeschadens, wie z.B. des Knorpel schadens, unter- 




10 

stutzt wird. Die gemeinsam mit dem dreidimensionalen Knor- 
pelgewebe, welche auch als 3D Konstrukte bezeichnet werden 
konnen, eingebrachten Zellen der Knorpelsuspension gar an - 
tieren, dass eine optimale Integration des entstehenden Re- 
generates, insbesondere in den Umgebungsknorpel erf olgt . 
Durch die von dem dreidimensionalen Gewebe synthetisierten 
Wachs turns faktoren wird z.B. die Matrixbildung der Suspensi- 
ons zellen verstarkt angeregt und damit die Heilung des De- 
fektes beschleunigt . 

Das erf indungsgemaSe Verfahren ist insbesondere deshalb 
vorteilhaft, da unter vollig autologen Bedingungen, d.h., 
ohne den Zusatz von Stoffen, die nicht vom Patienten selbst 
stammen, bereits in vitro ein dreidimensionales Knorpelge- 
webe vorgeformt wurde, das in seinen Eigenschaf ten nativem 
Knorpel sehr ahnlich ist und damit sofort nach der Operati- 
on die Grundlage fur den weiteren Aufbau von Knorpelsub- 
stanz schafft. 

Ein weiterer . Vorteil ist, dass die aufwendige Applikation 
des Periostlappens gemaS den bekannten Verfahren damit um- 
gangen werden kann, da die durch das Periost sezernierten 
Wachs turns fakat or en, die in dem bekannten Verfahren essenti- 
ell fur den Wirkmechanismus sind, in dem erf indungsgemafien 
Verfahren durch das vorgeformte dreidimensionale Knorpelge- 
webe bereitgestellt werden. Es konnte erf indungsgemaS nach- 
gewiesen werden, dass die vorgeformten dreidimensionalen 
Knorpelgewebe in der Lage sind, bereits in vitro eine hya- 
line Knorpeimatrix zu bilden. Insbesondere Kollagen II, als 
das charakteristische Protein hyalinen Gelenkknorpels, wird 
durch die vorgeformtes dreidimensionalen Knorpelgewebe in 
groSen Mengen gebildet und vdr allem werden die Wachstums- 
faktoren zu diesem Zeitpunkt der Transplantation bereits 
aktiv hergestellt. 
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In einer besonderen Ausf uhrungs form der Erfindung wird nach 
dem Einbringen der Knorpelz ell suspension und des Knorpelge- 
webes die Lasion mit einer Membran abgedeckt. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung von aus einem 
menschlichen Oder tierischen Organismus gewormenen Knorpel- 
zellen, Muskelzellen, Knochenzellen, oder mesenchymale 
Stammzellen, die in Zellkulturgef aSen mit hydrophober Ober- 
flache und sich verjungendem Boden als Suspensionskultur 
stationar so lange kultiviert werden bis ein Zellaggregat 
entsteht, das insbesondere zu raindestens 40 Vol.% extrazel- 
lulare Matrix beinhaltet , in welche dif f erenzierte Zellen 
eingebettet sind, und das einen auSeren Bereich aufweist, 
in welchem proliferations- und migrations fahige Zellen vor- 
handen sind, als Lieferant von Botenstof f en, Struktur- , Ge- 
rust- und/oder Matrixbausteinen, insbesondere Wachstumsf ak- 
toren und/oder Cytokinen. 

Durch die Verwendung von gewonnenen Knorpelzellen als Quel- 
le von regenerationsf ordernden Wachstumsf aktoren und be- 
reits vorgeformter byaliner Knorpelmatrix kann eine bedeu- 
tend schnellere Heilung von Knorpeldef ekten erreicht werden 
als dies mit bisher bekannten Methoden moglich ist. Ein we- 
sentlicher Vorteil, den die Verwendung - in vivo oder in 
vitro -neben der schnellen Wirksamkeit bietet # ist die Tat- 
sache, das der Patient rein autolog behandelt werden kann 
und so das Risiko einer Abwehrreaktion auf das eingebrachte 
Transplant at ausgeschlossen werden kann. 

In einer weiteren vorteilhaf ten Aus fuhrungs form der Erfin- 
dung erfolgt die Verwendung in vivo oder in vitro. 

In einer weiteren, besonders bevorzugten Ausf uhrungs form 
erfolgt die Verwendung zur Behandlung einer Gewebelasion,. 
bevorzugt einer Knorpel-, Knochen- und/oder Muskellasion. 

Die Erfindung betrifft also eine Gewebeersatz struktur und 
ein Verfahren zur Modifikation bzw. Behandlung von Gewebe- 
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lasionen, beispielsweise von Knorpellasionen, mit aus- 
schliefilich korpereigenem dreidimensionalen gezuchteten 
Knorpel in Form sogenannter Spheroide; hiermit ist bei- 
spielsweise die Wiederherstellung von degenerierten Arthro- 
seknorpel moglich. Mit Hilfe dieser Spheroidtechnologie 
bzw. der Spheroide wird eine Plattf ormtechnologie fur weit- 
reichende weitere Produktinnovationen bereitgestellt , womit 
die korpereigene Zellregeneration- von traumatisch bedingten 
Ge 1 enk - Kno rp e 1 s chaden moglich ist- Dieser Einsatz von pati- 
enteneigenen, durch Spheroide produzierten Wachs turns fakto- 
ren fuhrt zu einer wesentlich schnelleren Ausbildung von 
druckstabilem Gelenkknorpel . Erreicht wird dies insbesonde- 
re durch gezieltes monospezif isches Heranwachsen von Knor- 
pel, wodurch eine minimal invasive, arthroskopische autolo- 
ge Condrozytehtransplantationsbehandlung moglich ist. .Ins- 
besondere werden hierdurch die Krankenhaus- und Rehabilita- 
tionszeiten significant vermindert . Ebenfalls vermindert 
werden die Kosten und es wird eine schnellere Wiederher- 
stellung des behandelten Patienten erreicht. Diese Sphero- 
idtechnologie ist selbstverstandlich nicht auf Knorpel be- 
schrankt, sondern kann zur Regeneration von alien menschli- 
chen Geweben eingesetzt werden. 
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Patentanspruche 

Gewebeersat z s truktur , 

dadurch gekennzeichnet , dass sie 

(a) eine autologe Gewebezellsuspension hergestellt aus 
korpereigenen Zellen unter Zusatz von korpereige- 
nem Serum und ohne Zusatz von wachstumsf ordernden 
Verbindungen 

und 

(b) ein vorgeformtes dreidimensionales Gewebe her- 
stellbar dadurch, dass aus einem menschlichen oder 
tierischen Organismus Zellen gewonnen werden und 
diese in Zellkulturgef aSen mit hydrophober Ober- 
flache und sich verjungendem Boden als Suspensi- 
onskultur stationar so lange kultiviert werden bis 
ein Zellaggregat entsteht, in welche dif f erenzier- 
te Zellen eingebettet sind, und das einen auSeren 
Bereich aufweist, in welchem proliferations- und 
migratioiisf ahige Zellen vorhanden sind # f 

umfasst . 

Knorpelersatzstruktur, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) eine autologe Knorpelzellsuspension hergestellt 
aus korpereigenen Zellen unter Zusatz vpn kor- 
pereigenem Serum und. ohne Zusatz von wachs turns f or - 
dernden Verbindungen 

und 



(b) ein vorgeformtes dreidimensionales Knorpelgewebe 
herstellbar dadurch, dass aus einem menschlichen 
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Oder tierischen Organismus Knorpelzellen, Knochen- 
zellen, oder mesenchyraale Stammzellen gewonnen 
werden und diese in Zellkulturgef a£en mit hydro- 
phober Oberflache und sich ver j ungendera Boden als 
Suspensibnskultur stationar so lange kultiviert 
werden bis ein Zellaggregat entsteht, das zu min- 
destens 40 Vol.% extrazellulare Matrix beinhaltet, 
in welche dif f erenzierte Zellen eingebettet sind, 
und das einen auEeren Bereich aufweist, in welchem 
proliferations- und migrationsf ahige Zellen vor- 
handen sind, 
umfasst . 

3. Gewebeer sat z s t ruktur nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

sie eine Muskulaturer sat z st ruktur , insbesondere eine 
glatte Herzmuskelersatzstruktur oder eine Knochener- 
satzstruktur ist. 

4. Verfahren zur Modifikation einer Gewebelasion, 
dadurcb gekennzeichnet, dass 

in die Gewebelasion 

(a) eine autologe Zellsuspension hergestellt aus kor- 
pereigenen Zellen unter Zusatz von korpereigenem 
Serum und ohne Zusatz von wachs turns f or dernden Ver- 
bindungen 

und 

(b) ein vorgef ormtes dreidimensionales Gewebe her- 
stellbar dadurch, dass aus einem menschlichen oder 
tierischen Organismus Zellen gewonnen werden und 
diese in Zellkulturgef aSen mit hydrophober Ober- 
flache und sich verjungendem Boden als Suspensi- 



* 
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onskultur statibnar so lange kultiviert werden bis 
ein Zellaggregat entsteht, in welche diff erenzier- 
te Zellen eingebettet sirid, und das einen auSeren 
Bereich aufweist, in welchem proliferations- und 
migrationsf ahige Zellen vorhanden sind, 
eingebracht werden. 

5 . Verf ahren nach Anspruch 4 , 
dadurch gekennzeichnet , dass. 

die Gewebelasion eine Knochen- , Knorpel- und/oder Mus- 
kellasion ist. 

6. Verf ahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
in die Knorpellasion 

(a) eine autologe Knorpelzellsuspension hergestellt 
aus korpereigenen Zellen unter Zusatz von kor- 
pereigenem Serum und ohne Zusatz von wachstumsf or- 
dernden Verbindungen 

und 

(b) ein vorgeformtes dreidimensionales Knorpelgewebe 
herstellbar dadurch, dass aus einem menschlichen 
oder tierischen Organismus Knorpelzellen, Knochen- 
zellen, oder mesenchymale Stammzellen gewonnen 
werden und diese in Zellkulturgef aEen mit hydro- 
phobe r Oberflache und sich verjungen&em Bo den als 
Suspensionskultur stationar" so lange kultiviert 
werden bis ein Zellaggregat entsteht, das zu min- 
destens 4 0 Vol . % extrazellulare Matrix beinhaltet, 
in welche dif f erenzierte Zellen eingebettet sind, 
und das einen aufieren Bereich aufweist, in welchem 
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proliferations- und migrationsf ahige Zellen vor- 
handen sind, 
eingebracht werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

nach Einbringen der Knorpelzellsuspension und des Knor- 
pelgewebes die Lasion mit einer Membran abgedeckt wird. 

8. Verwendung von aus einem menschlichen oder tierischen 
Organismus gewoimenen Knorpelzellen, Muskelzellen, Kno- 
chenzellen, oder mesenchymal^ Stammzellen, die in Zell- 
kulturgefaSen mit hydrophober Oberf lache und sich ver- 
jungendem Boden als Suspensionskultur stationar so lan- 
ge kultiviert werden bis ein Zellaggregat entsteht, in 
welche dif f erenzierte Zellen eingebettet sind, und das 
einen auSeren Bereich aufweist, in welchem prolifera- 
tions- und migrationsfahige Zellen vorhanden sind, als 
Lieferant von intrazellularen Botenstof fen, Struktur-, 
Gerust- und/oder Mat rixbaust einen. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die intrazellularen Botenstof fe Wachs turns f aktoren 
und/oder Cytokinen sind. 

10. Verwendung nach Anspruch 8 oder 9. in vivo oder in vi- 
tro. 
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11. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche 8 
bis 10 zur Behandlung einer Gewebelasion. 



12 . Verwendung nach Anspruch 11 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Gewebelasion eine Knorpel- , Knochen- und/oder Mus- 
kellasion ist. 
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Zusammen fas sung 

Die Erfindung betrifft eine Gewebeersatzstruktur, die 

(a) eine autologe Gewebezellsuspension hergestellt 
aus korpereigenen Zellen unter Zusatz von korpereigenem Se- 
rum und ohne Zusatz von wachs turns fordernden Verbindungen 

und 

(b) ein vorgef ormtes dreidimensionales Gewebe her- 
stellbar dadurch, dass aus einem menschlichen oder tieri- 
schen Organismus Zellen gewonnen we r den und diese in Zell- 
kulturgef aEen mit hydrophober Oberflache und sich verjun- 
gendem Boden als Suspensionskultur stationar so lange kul- 
tiviert werden bis ein Zellaggregat entsteht, in welche 
dif ferenzierte Zellen eingebettet sind, und das einen aufie- 
ren Bereich aufweist, -in welchem proliferations- und migra- 
tionsfahige Zellen vorhanden sind, 

umf asst . 




This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
□('fADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: . 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



